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Wissen  über  die  heilenden  Pflanzen  in  allen  Hochkulturen  der  Erde  einen  hohen  Stellenwert 
einnahm. Das  Bestreben  der Wissenschaft,  einen  immer  tieferen  Einblick  in  die  Vorgänge  der 
Natur  zu  bekommen,  veranlasst  immer  wieder  neue  und  bessere  Analysemethoden  zu 
entwickeln.2 Dies  hat  zur  Folge,  dass man  nicht  nur  die möglichen  Verwendungszwecke  einer 
Pflanze untersuchen kann, sondern auch deren Pflanzeninhaltsstoffe, die eine heilende Wirkung 
hervorrufen. Mit diesem Gebiet der Forschung beschäftigen sich vor allem naturwissenschaftliche 
Forschungszweige.  So  ist  für  die  Biologie  nicht  nur  die  Erforschung  der  Biosynthesewege  der 
Pflanzeninhaltstoffe von großer Bedeutung,  sondern auch deren biologischer Stellenwert  in der 
Natur.3 Die Chemie beschäftigt sich zum Einen mit der Analyse der molekularen Strukturen und 
zum  Anderen  damit,  diese Moleküle  durch  geeignete  Synthesen  herzustellen.  Die  Zweige  der 
Medizin  und  der  Pharmazie  untersuchen  die  gewonnen  Substanzen  hinsichtlich  ihrer 
medizinischen Verwendungszwecke. Wie man  sieht,  trägt das Wissen über Pflanzen und deren 
Inhaltstoffe auch in unserer heutigen Gesellschaft einen großen Stellenwert. Alle in dieser Arbeit 
vorkommenden  Pflanzen  werden  in  lateinisch  und  die  vorkommenden  Substanzen  mit  ihren 
englischen Namen beschrieben.  
Eine wichtige Pflanzengattung  ist die Psychotria L.  (Brechsträucher),4 die aus mehr als 
1500 Arten  zusammengestellt wird. Sie  ist weltweit pantropisch verbreitet und kommt  in Form 
von kleinen Bäumen, Sträuchern und Lianen vor. Ihre bedeutendsten Vertreter sind die Psychotria 
viridis5  und  die  P.  ipecacuanha.6  Die  P.  viridis,  bekannt  durch  ihren  halluzinogenen 
Pflanzeninhaltstoff  Tryptamin‐Alkaloid  N,N‐Dimethyltryptamine  (Abb.  1),  wird  im 
südamerikanischen  Raum  mit  der  Rinde  der  Liane  Banisteripsis  caapi7  zur  Herstellung  des 
Ayahuasca verwendet.8 Dieses Ayahuascagetränk wird für rituelle Zeremonien bei den Amazonas‐







Aufgrund  aktueller  genetischer  Untersuchungen10  ist  die  wie  oben  besprochene 
Einteilung der Pflanzengattung Psychotria L. nicht mehr haltbar. Diese neuen Ergebnisse aus der 
Genforschung werden durch phytochemische Untersuchungen überprüft. Diese Arbeit soll einen 
Beitrag  dazu  leisten.  Hierbei  zeigt  sich  ein  Trend,  dass  die  Pflanzengattung  Psychotria  L. 
voraussichtlich  in  vier  Zweige  aufgesplittert  werden  kann.  Ein  Zweig  umfasst  die  Terpen‐
Tryptophan‐Alkaloid haltigen Pflanzen, ein weiterer die Terpen‐Dopamin‐Alkaloid haltigen. Im Fall 
der Terpen‐Tryptophan‐Alkaloidbiosynthese spielt die Strictosidine‐Synthase eine entscheidende 
Rolle,  da  sie  das  vom  Trytophan  abstammende  Tryptamin  mit  dem  von  Terpen‐Biosynthese 
erzeugte  Secologanin  unter  einer  Pictet‐Spengler  Reaktion  verbindet.11  Das  hierdurch 




Glycoside  aus  dem  gebildeten  Secologaninmolekül.  Vertreter  dieser  Substanzklasse  sind  zum 
Beispiel Asperulosid‐derivate.  
Beim  vierten  Zweig  handelt  es  sich  um  Pflanzen,  die  polymerartige  Strukturen 
anreichern.  Eben  genannte  werden  in  dieser  Arbeit  untersucht,  können  aber  noch  nicht 
hinsichtlich ihrer Struktur bestimmt werden. 
Die in dieser Arbeit untersuchten Pflanzen stammen alle aus dem Esquinas Regenwald in 

















Am  historischen  Beginn  der  Strukturbestimmung  von  Naturstoffen  standen  den 
Naturwissenschaftlern nicht alle diese Methoden zur Verfügung. Funktionelle Eigenschaften von 
Molekülen konnten nur durch geeignete chemische Reaktionen bestimmt werden. Die ungefähre 
Masse  der  Substanzen  wurde  mit  thermodynamischen  Methoden  bestimmt.  Aufgrund  der 
Entdeckung  der  Röntgenspektroskopie  Anfang  des  20.  Jahrhunderts,  war  man  in  der  Lage 
Strukturen  von  Einkristallen  zu  untersuchen.  Durch Weiterentwicklungen,  insbesondere  in  der 
Elektro‐ und  in der Lasertechnik, wurden neue Analysemethoden entwickelt und alte hinlänglich 
ihrer  Empfindlichkeit  verbessert.  Dieser  Fortschritt  brachte  eine  deutliche  Besserung  der 
Strukturbestimmung von Molekülen. Zu den beiden wichtigsten Analysemethoden dieser Zeit  in 




oder  nicht.  Enthält  das  Molekül  einen  Chromophor,  kann  dieser  mit  Hilfe  der  UV/VIS‐
Spektroskopie  nachgewiesen  werden.  Hierbei  werden  Valenzelektronen  durch 
elektromagnetische  Wellen  angeregt  und  deren  Fluoreszenz‐  bzw  Phosphoreszenzspektrum 
aufgenommen.  Der  letzte  entscheidende  Meilenstein  in  der  Strukturbestimmung  war  die 
Entwicklung der NMR‐Spektroskopie. Mit  ihr war man nun  in der  Lage, Naturstoffe  in  gelöster 






ß‐D–Glucopyranosids  durch  das  Enzym  Strictosidine‐ß‐D‐glucosidase  und  weiter  folgenden 
enzymatischen Umsetzungen,  können  die wichtigsten  Hauptklassen  der  Terpen‐Indol‐Alkaloide 
beschrieben  werden  (Schema  2).14  Viele  Moleküle  dieser  Hauptklassen  werden  bereits  für 
medizinische  Zwecke  verwendet.  Sie  finden  z.  B.  Einzug  bei  der  Behandlung  von 




Eine  besondere  Bedeutung  bei  der  Untersuchung  der  Biosynthese  von 









eine wichtige Rolle.  Jedes Enzym  ist durch eine bestimmte Aminosäuresequenz, die  in der Zelle 
durch Replikationsprozesse erzeugt wird, aufgebaut. Aufgrund der spezifischen Reihenfolge von 
Aminosäuren  entstehen  im  Enzym  besondere  räumliche  Gegebenheiten,  die  sogenannten 
„aktiven Zentren“. Diese sind in der Lage, ohne hohen Energieaufwand Reaktionen katalytisch zu 
steuern.  Im  Rahmen  dieser  Arbeit  werden  Glucosidasen,  die  zur  EC  3.2.1.2119  Klassifzierung 
gehören und  in der Natur eine wichtige Rolle einnehmen, verwendet. Man  findet Glucosidasen 
vor  allem  in  Eukaryoten  sowie  in  Archaebakterien.20  Der  Mechanismus  der 
Glucosidhydrolysereaktion  dieser  Enzymfamilie  kann  durch  die  nucleophilen  Eigenschaften  der 
Glutaminsäureeinheiten  im aktiven Zentrum verstanden werden. Eben genannte gehen mit dem 







Um  den  entscheidenden  Schritt  der  ß‐D‐Glucosidspaltung  in  der  Indol‐
Alkaloidbiosynthese  nachvollziehen  zu  können, wird  im  Rahmen  dieser  Arbeit  die  Strictosidin‐
Akzeptanz  von  zwei  sehr  unspezifisch  wirkenden  Glucosidasen  untersucht.  Eine  der  beiden 
Glucosidasen wird durch Extraktion von getrockneten Mandelstücken gewonnen.22 
Die  zweite  Glucosidase  wird  im  Rahmen  einer  Kooperation  mit  dem  Institut  für 
Biotechnologie und Bioprozesstechnik  der  Technischen Universität Graz  zur Verfügung  gestellt. 
Dabei  handelt  es  sich  um  das  Enzym  CelB,  welches  aus  dem  hyperthermophilen  Bakterium 
Pyrococcus furiosus gewonnen wird, und durch vier analoge monomere Einheiten aufgebaut ist.23 










Großes  Interesse  liegt  auch  in  der  Erforschung  der  Mechanismen  von  enzymkatalysierten 
Umsetzungen. Hierzu  ist  es wichtig,  die  Lage  des  Substrates  im  aktiven  Zentrum während  der 
Umsetzung  zu  bestimmen.  Dies  kann  entweder mit  selektiven  NMR‐Experimenten  oder  durch 
theoretische  Kalkulationen  erfolgen.  Pionierarbeit  für  die  Untersuchung  von 
Bindungseigenschaften zwischen Enzym und Ligand leisteten Bernd Meyer und Thomas Peters mit 
der  Entwicklung  der  Saturation  Transfer  Difference  NMR  Spektroskopie  (STD‐NMR)  um  die 
Jahrtausendwende.27,28  Durch  spezifische  NMR  Pulssequenzen  kann  daber  der  Übergang  von 
Magnetisierung vom Enzym auf den Liganden gemessen werden und somit die relative Nähe des 
Liganden  zum  Enzym  bestimmt werden.  Bei  dieser Methode müssen  die  Struktur  des  Enzyms 
sowie  auch  die  Lage  des  aktiven  Zentrums  nicht  bekannt  sein.27,28  Eine  weitere  Methode, 
Informationen über enzymkatalysierte Umsetzungen zu erlangen, liegt in der in situ Kinetik NMR‐





raschen  Entwicklung  leistungsfähiger Rechencluster  ist man heute  in der  Lage,  solch  komplexe 












werden,  mit  welchem  der  erste  Schritt  des  Indolalkaloidbiosyntheseweges  durch  geeignete 
Glycosidasen nachgestellt werden kann. Diese Enzymumsetzungen sollen mit Hilfe von in situ und 
STD‐NMR Messungen untersucht werden. Hierbei soll die Bestimmung der Enzymkinetik sowie die 







Um  einen  Naturstoff  aus  einer  Pflanze  isolieren  zu  können,  benötigt  man  verschiedene 





unterschiedlichen  freien  Lösungsenthalpien  der  gelösten  Substanzen  in  den  verschiedenen 
Phasen. Erkannt und beschrieben wurde dieses dynamische Verteilungsgleichgewicht erstmals im 
Jahre 1891 von Walther Nernst.33 


































Das analytische Verfahren der Chromatographie wurde erstmals  im  Jahre 1903 vom  russischen 
Botaniker Michail Semjonowitsch Tswett angewende.34  ,35 Er trennte einen gefärbten pflanzlichen 
Chlorophyll‐Extrakt  mit  Hilfe  von  Ligroin  und  Inulin.34  35  Der  grundlegende  Aufbau  jeder 
Chromatographie  setzt  sich  aus  der mobilen  Phase  und  der  stationären  Phase  zusammen. Die 
Verteilung einer Substanz zwischen der stationären und der mobilen Phase kann wiederum durch 
das  Nernst‐Verteilungsgesetz  verstanden  werden.  Durch  die  Variationsmöglichkeiten  der 
stationären Phase  kann man  verschiedene Klassen  von  Substraten  trennen. Häufig  verwendete 










einer  Porengröße  von  10‐100  nm  verwendet,  welches  jeweils  entweder  auf  Glas  oder  fester 




werden  können.  Die  präperative‐DC  wird  für  die  Reinigung  von  kleinen  Substanzmengen 
verwendet. Hierbei wird die Schichtdicke des Kieselgels für das Erlangen einer besseren Trennung 
erhöht. Bei der  analytischen DC  liegt das  aufgebrachte Volumen  einer  schwach  konzentrierten 






und  diese  mit  Literaturangaben  abgleichen.  Durch  Variationen  des  Eluenten  kann  die 
Trennleistung stark variiert werden. 
Präparative  Trennungen  werden  in  der  Regel  mittels  Säulenchromatographie 
vorgenommen, wobei der Fluss der mobilen Phase durch die Gravitation hervorgerufen wird. Eine 
weitere Methode  der  Säulenchromatographie  zur  Substanztrennung  ist  die,  ebenfalls  in  dieser 
Arbeit verwendete Middle Pressure Liquid chromatographie (MPLC).36 Hierbei wird während der 
Eluation  ein Druck  zwischen 2 bar und 4 bar  angelegt. Nach der Chromatographiesäule  ist  ein 






Charakterisierung  von  Substanzen  verwendet  werden.  Meistens  benützt  man  hier  die  High 
Performance Liquid Chromatographie (HPLC),2 die mit einem spezifischen Detektor gekoppelt ist, 
mit welchen die austretenden Substanzen erfasst werden können. Aufgrund des Trennverfahrens 
bekommt man  für  jede Substanz  ihre spezifische Retentionszeit und mit Hilfe des Detektors ein 
dazugehöriges  Spektrum.  Nachteile  von  Detektoren  liegen  in  ihrem  beschränkten 
Anwendungsbereich. Für einen UV/VIS–Detektor gilt zum Beispiel, dass dieser nur Substanzen mit 
einem Chromophor detektieren kann, alle anderen Substanzen jedoch „unsichtbar“ sind. Dies hat 
zur  Folge,  dass  man  mit  dieser  Technik  nur  vergleichende  Informationen  über  die 
Pflanzeninhaltsstoffe bekommt. 
2.2.2 NMR‐Methode 
Ist eine Probe  in hinlänglichem Maße gereinigt und  in ausreichenden Mengen vorhanden,  ist die 
Technik  der Wahl  für  die  Bestimmung  einer  Substanz  die Nuclear Magnetic  Resonance  (NMR) 




Umgang  mit  2D‐Methoden  verlangt  schon  ein  tiefer  gehendes  Verständnis  der  NMR‐




Die  Aufnahmetechnik  COSY  (Correlated  Spectroscopy)  gibt  uns  hauptsächlich 
Informationen  über  skalare  Wechselwirkungen  geminal  und  vicinal  gebundener  H‐Atome. 






sich  abgeschlossene,  Spinsysteme  bestimmen.  Ein  Spinsystem  ist  eine  kettenartige 
Aneinanderreihung  von  z.  B.  Methylen  und/oder  Methingruppen,  deren  Protonen  jeweils 
miteinander Kopplungen zeigen. Sie werden entweder durch einen quaternären Kohlenstoff, ein 
Kettenende oder durch ein Heteroatom begrenzt. 
Die  HSQC  Methode  (Heteronuclear  Single  Quantum  Correlation)39  gehört  zu  den 
heteronuklearen  Aufnahmetechniken.  Bei  dieser  Technik werden  Kopplungen  zwischen  einem 
Kohlenstoffatom und dem direkt gebundenen, skalar  1JH‐C koppelnden Wasserstoffen gemessen. 
Mit  diesem  Experiment  kann  man  somit  jedem  Wasserstoffatom  seinen  dazugehörigen 
Kohlenstoff zuordnen. 
Eine weitere heteronukleare  spektroskopische Methode  ist das HMBC  (Heteronuclear 
Multiple‐Bond Correlation).39 Es gibt Auskunft über 2,3JH‐H‐Kopplungen zwischen einem Kohlestoff 
und  einem Wasserstoff. Diese  Aufnahmetechnik  gehört  zu  den wichtigsten Methoden  für  das 
Zusammenführen unterschiedliche Teilestücke eines Moleküls im Rahmen einer Interpretation. 
Die  NOESY  (Nuclear  Overhauser‐Effect  Spectroscopy)40  Methode  passiert  auf  Dipol–
Dipol‐Wechselwirkungen  und  nicht  auf  skalar  gebundenen  Wasserstoffatomen.  Diese 
Analyseform gibt uns Auskunft über die relative Konformation eines Moleküls. 
2.2.3 Massenspektrometrie‐Methode 
Eine weitere wichtige  analytische  Anwendung  für  die  Charakterisierung  von Molekülen  ist  die 
Massenspektrometrie. Mit dieser Methode  lassen sich Massen von unterschiedlichen Substraten 
exakt bestimmen. Hierbei werden geladene Teilchen durch Anlegen einer Spannung von 2 bis 10 
kV  im  Vakuum  beschleunigt  und  anschließend  in  einem  starken  Magnetfeld  abgelenkt.2  Die 
Ablenkung  der  Flugbahn  eines  geladenen  Teilchens wird  durch  seine Masse  bestimmt.  Kleine 


















und  instrumentellen  Aufwandes.  Neben  den  bereits  prinzipiell  beschriebenen 
chromatographischen  Verfahren  besteht  ein  entscheidender  Trennvorgang  darin,  Enzyme  in 
hochkonzentrierten  Lösungen  auszufällen.  In  diesem  Zustand  sind  Enzyme  inaktiv.  Zur 
Aufreinigung  der  Proteine  benötigt  man  somit  nicht  nur  die  chromatographischen 
Trennmethoden,  sondern  auch  technische  Geräte  wie  eine  Zentrifuge.  Das  physikalische 
Trennprinzip  der  Zentrifuge  zum  Auftrennen  von  Suspensionen  beruht  auf  der  hohen 
















dem  Enzym  platziert.  Da  die  Pufferlösungen  ein  unterschiedliches  chemisches  Potential 
aufweisen, haben diese das Bestreben, durch Diffusion von Wasser‐ und Puffermolekülen durch 
die Membran zu einem chemischen Gleichgewicht mit entsprechend gleichen Konzentrationen zu 
gelangen.  Da  der  verwendete  Dialyseschlauch  eine  Porendurchlässigkeit  von  10.000  Dalton 
besitzt, diffundieren auch kleine, übriggebliebene Verunreinigungen durch die Membran aus dem 
Schlauch heraus, nicht  jedoch die Enzyme. Dies hat den entscheidenden Vorteil, dass somit nur 









nicht  nur  von  rein  chemischem  Interesse,  sondern  ist  ein  wichtiges  Forschungsgebiet  in 
Teilbereichen  der  Biologie,  der  Pharmazie  und  der Medizin. Hierbei  ist  es  von  entscheidender 
Bedeutung,  nicht  nur  die  Position  des  Liganden  im  Enzym  zu  bestimmen,  sondern  auch  die 
Aminosäuren, die  für die Bindung und Reaktion  verantwortlich  sind.  Sind diese  charakterisiert, 











Da  diese  Vorsättigungspulse  eine  Dauer  von  45  bis  85  ms  besitzen,  regen  sie  ein  kleines 
Frequenzfenster von wenigen Hertz an. Dieser Sachverhalt zwischen der Länge eines Pulses und 
seiner  beinhalteten  Frequenzen  kann  mit  Hilfe  der  Heisenberg`schen  Unschärferelation 
verstanden  werden.  Da  man  nur  das  Protein  und  nicht  die  Substanz  anregen  will,  wird  die 
Frequenz des Pulses so gewählt, dass zum Beispiel die Methylengruppen eines Enzyms angeregt 
werden. Aufgrund der relativ schnellen Spin‐Diffusion, die bei Molekülen ab einer Größe von 10 




einen  Zeitraum  von  ein  paar  Sekunden  erfolgt,  kann  dieses  seine  Magnetisierung  in  der 
Zwischenzeit durch direkte Dipol‐Dipol‐Kopplungen auf die Protonen der wechselnden Liganden 









pulse  so platziert, dass weder das  Protein, noch der  Ligand  eine Magnetisierung  erfahren. Die 
Frequenzen solcher Pulse liegen zwischen 20 ppm und 40 ppm.  
Nun zieht man das Off‐Resonance vom On‐Resonance‐Spektrum ab und erhält das STD‐
NMR‐Spektrum.  Die  Intensitäten  der  einzelnen  Signale  sind  direkt  proportional  zur  Stärke  der 





für  ihre  breite  Anwendung  liegt  in  ihrem  nichtinvasiven  Charakter.  Es  können  somit 
biokatalysierte Reaktionen beobachtet werden, ohne in den Vorgang einer Reaktion einzugreifen. 
Hierzu werden  1D‐NMR‐Techniken  benutzt,  die  in  periodischen  Zeitabständen  den  Ablauf  der 
Reaktion  festhalten.  Durch  Intensitätsvergleiche  der  aufgenommen  Spektren  lässt  sich  die 
Geschwindigkeit  einer  Reaktion  bestimmen.  Wird  dieser  Vorgang  bei  unterschiedlichen 
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Um  den  ‐Wert  und  den  vmax‐Wert  einer  Enzymumsetzung  aus  einem  Lineweaver‐
Burk‐Diagramm  bestimmen  zu  können,  werden  die  Werte  der  beiden  Schnittpunkte  an  den 








die  Theorie  des  Kraftfeldes.  Hierzu  werden  intramolekulare  Wechselwirkungen  mit  Hilfe  von 
empirisch gefundenen Funktionen berechnet. Die dafür notwendigen Parameter erhält man durch 




Bind Biege Tors vdW el KoppE= E + E + E + E + E + E∑ ∑ ∑ ∑ ∑ ∑  
 
Der erste Term beschreibt die Bindungsenergie zwischen zwei Atomen  in Abhängigkeit 
des  Bindungsabstandes.  Sie  kann  mit  Hilfe  des  Morse‐Potentials  verstanden  werden.  Für 


























Biege( ) ( )E kΔΘ = ΔΘ  
ΔΘ = Änderung des Bindungswinkels 
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iQ , jQ = Ladungen der Teilchen  
R = Abweichung vom Gleichgewichtsabstand 
 
Der  letzte  Term  beschreibt  Kopplungen  zwischen  den  oben  erwähnten 
intramolekularen  Wechselwirkungen.  Ein  Beispiel  hierzu  wäre  die  direkte  Proportionalität 




Bind/Biege , ,( )[ i j j kE k R ]R= ΔΘ Δ −Δ  
,i jRΔ ; ,j kRΔ = Änderung des Bindungsabstandes 
= Änderung des Bindungswinkels ΔΘ
 
Heutzutage werden,  um Moleküle  oder  Proteine  beschreiben  zu  können,  sogenannte 
universelle  Kraftfelder  wie  AMBER,  CHARMM  oder  CROMOS  verwendet.30,31,32  Man  setzt  zur 
Kalkulation  der  Gesamtenergie  nicht  mehr  die  einzelnen  Atomelemente  ein,  sondern 








Substanz  unterschiedliche  Energien  erhält.  Die  in  dieser  Arbeit  benutzten  Dockingprogramme 
MOE  (Molecular  Operating  Environment),49  GLIDE  (Schroedinger®)50  sind  in  der  Lage 
verschiedene Kraftfelder für die gleiche Berechnung zu verwenden. Der wesentliche Unterschied 
der beiden Programme  liegt  in  ihren Möglichkeiten eine Dockingsimulation durchzuführen. Das 











vermeiden.  Eine  solch  gewissenhafte  Behandlung  beginnt  mit  der  richtigen  Bestimmung  der 
Pflanze  sowie  einer  genauen  Aufteilung  des  Pflanzenmaterials  in  Blüten,  Blätter  und 
Wurzelmaterial.  Um  den  Befall  der  Pflanzenbestandteile  von  Schimmel  und  anderen 
Mikroorganismen  zu  vermeiden,  werden  die  gesammelten  Pflanzenmaterialien  in  einem 






Costa  Rica.  Für  die  Isolierung  der  Naturstoffe  aus  der  Pflanze werden  50  g  der  getrockneten 
Blätter  eingewogen.  Anschließend  werden  die  Blätter  mit  einem  handelsüblichen  Mixer 
zerkleinert. Das zerkleinerte Pflanzenmaterial wird in 1000 mL Methanol aufgenommen und 72 h 




300  mL  Wasser  extrahiert.  Die  wässrige  Phase  wird  entnommen  und  mit  300  mL  EtOAc 
ausgeschüttelt. Alle drei  Extrakte werden unter Vakuum bei  35°C  am Rotationsverdampfer  zur 
Trockene  eingeengt  und  deren  Mengen  bestimmt.  Nun  wird  aus  jedem  der  drei  trockenen 





lässt man  das Methanol  verdampfen  und  trägt  das  zurückbleibende Material  auf  die  trockene 
Kieselgelsäule  (Carl Roth GmbH & Co KG) auf. Für die Trennung der Substanzen wird der Eluent 
gradientiell  in  10‐%  Schritten  von  reinem  EtOAc  bis  zu  reinem  Methanol  aufgetragen.  Das 
Volumen  jeder partiellen Eluetenmischung beträgt 100 mL, wobei nach 50 mL  fraktioniert wird. 
Von  jeder  dieser  aufgefangenen  Fraktionen  wird  ein  HPLC‐UV/VIS‐Profil  erstellt.  Ein  HPLC‐
Diagramm  des  Gesamtextraktes  ist  in  Abbildung  5  gezeigt.  Weiters  wird  eine 
Dünnschichtchromatographie mit allen Fraktionen durchgeführt. Als Eluent wird ein Gemisch aus 
Butanol, Wasser und Essigsäure in dem Verhältnis 5:4:1 verwendet. Um nichtfluoreszierende und 
absorbierende  Bestandteile  detektieren  zu  können,  wird  die  DC‐Platte mit  Anisaldehydlösung 












































































Rotationsverdampfer  eingeengt.  Das  getrocknete Material wird  in wenig Methanol  (ca.  1 mL) 
gelöst  und  auf  eine  Sephadexsäule  LH20  (GE Healthcare)  aufgetragen.  Als  Elutionsmittel  dient 
reines  Methanol.  Das  Volumen  jeder  aufgefangenen  Fraktion  beträgt  ca.  25  mL.  Von  jeder 
gewonnenen  Fraktion wird wieder  ein  HPLC‐UV/VIS‐Profil  erstellt  und miteinander  verglichen. 
Weiters wird eine DC mit den oben erwähnten Bedingungen durchgeführt. 






























Gewinnung  der  Substanz  S1,  eine  Sephadexsäulenchromatographie  mit  der  Fraktion  X1  der 
Trockensäule durchgeführt. Hierbei ergibt  sich, dass die gewonnen Fraktionen 2 bis 8 mit einer 









































in  Costa  Rica  gesammelt  worden.  Für  die  Isolation  ihrer  Inhaltsstoffe  werden  18  g 









deren Fraktionierungen  ist analog zu der oben beschriebenen Durchführung  (Abb. 7). Von  jeder 

































bis  10  sind  die  Substanzen  enthalten.  Aufgrund  des  Vergleiches  zwischen  den  Profilen  des 
Gesamtextraktes  und  denen  der  Sephadexfraktionen  ist  zu  erkennen,  dass  sich  das 







Probename  w‐% C w‐% H w‐% N w‐% S 






Im  Rahmen  dieser  Arbeit  werden  sowohl  die  selbst  isolierten  Naturstoffe,  als  auch  die 
Naturstoffe,  die  von  in  der  Arbeitsgruppe  Phytochemie  des  Zentrums  für  Biodiversität, 
Department  für  Botanische  Systematik  und  Evolutionsforschung  an  der  Universität  Wien  aus 
Pflanzen  der  Pflanzengattung  Psychotria  im  Zeitraum  Jan.  bis  Okt.  2010  isoliert worden  sind, 
bestimmt. Repräsentativ wird die Vorgehensweise hier erläutert.  
3.2.2 Durchführung 
Zu  Beginn  einer  Interpretation  werden  die  einzelnen  Signale  der  C‐Atome  im  13C‐Spektrum 
durchnummeriert. Mit Hilfe der j‐mod (SEFT) Aufnahmetechnik können die Signale im Spektrum in 
zwei  Gruppen  aufgeteilt  werden.  Eine  Gruppe  beinhaltet  die  quaternären  und  die 
Methylenkohlenstoffe,  die  andere Methin‐  und Methylkohlenstoffe. Nun  quantifiziert man  die 
Signale  im  1H‐Spektrum durch  Integration. Da es sehr oft zu Überlagerungen der Signale  im  1H‐
Spektrum kommt, ist es von Vorteil, ein im Spektrum separiertes Signal für die erste quantitative 
Bestimmung  zu  verwenden.  Anschließend  werden  den  C‐Atomen  ihre  direkt  gebundenen 
Wasserstoffe mit Hilfe des HSQC‐Spektrums zugeordnet. Da man  jetzt  jedem Wasserstoff seinen 
gebundenen  Kohlenstoff  zugeordnet  hat,  versucht  man  im  nächsten  Schritt  die  einzelnen 
gewonnen Fragmente zusammenzufügen. 
Hierfür verwendet man das 2D COSY‐Spektrum. Ein guter Startpunkt im COSY‐Spektrum 
ist  ein  separiert  liegendes Methylensignal, da  es nur  zwei mögliche Bindungsstellen besitzt,  an 
denen weitere Atome gebunden sein können. Durch die Hilfe des COSY‐Spektrums bekommt man 
somit  kleine  Kettenfragmente, die  für  sich wiederum  ein  eigenes  Spinsystem bilden. Wie  viele 
Spinsysteme  im Molekül vorhanden sind, wird zusätzlich mit dem TOCSY‐Spektrum geprüft. Sind 
alle gefundenen Kettenfragmente mit den definierten Spinsystemen konsistent, kommt man zum 
Zusammenfügen  der  einzelnen  Fragmente  zu  einem Molekül. Hierzu  benötigt man  das HMBC‐





weiter  entfernten  Wasserstoffen  sehen.  Diese  Information  ist  ein  wesentlicher  Teil  für  die 

























denaturierten  Enzymen  wird  mit  Hilfe  einer  Tischzentrifuge  bei  4000  U/min  über  20  min 
zentrifugiert.  Der  Überstand  wird  abdekantiert  und  der  Bodensatz  in  10  mL  Natriumacetat‐
Pufferlösung  (20 mM,  pH  5.0)  aufgenommen. Die  Enzymlösung wird  in  einen  semipermeablen 
Dialyseschlauch  transferiert  und  über  24  h  fünfmal  gegen  2  L  derselben  Natriumacetat‐
Pufferlösung  dialysiert.  Zum  Schluss  wird  die  gepufferte  Enzymlösung mit  flüssigem  Stickstoff 




Biotechnologie und Bioprozesstechnik  der  Technischen Universität Graz  zur Verfügung  gestellt. 









Reaktion, sowie konstante Startbedingungen. Zu Beginn  jeder  in dieser Arbeit durchgeführten  in 
situ NMR‐Messung, wird die untersuchte  Substanz  Strictosidine  in deuteriertem Wasser gelöst. 
Zur Kontrolle wird von dieser Lösung nun ein 1H‐Spektrum aufgenommen. Da isolierte Substanzen 
nicht  100%  wasserfrei  sind,  gibt  es  bei  4,7  ppm  immer  ein  intensives  Wassersignal.  Um  die 
Intensität dieses Signals abzuschwächen, verwendet man ein NMR Pulsexperiment, welches durch 
eine  zusätzliche  Einstrahlung  eines  Pulses  im  Bereich  des  Wassersignals,  das  Wassermolekül 
gesättigt  und  somit  dessen  Intensität  stark  reduziert  (Presaturation).  Das  aufgenommene 
Spektrum  dient  als  Startpunkt  der  Geschwindigkeitsbestimmung,  da  hier  noch  kein  Substrat 
umgesetzt  wurde.  Anschließend  fügt  man  30  µL  einer  205  µg/mL  CelB‐Enzymlösung  bei  
(Tabelle 7). Hierbei ist darauf zu achten, dass sich bei der Zugabe des Enzyms kein Schaum bildet. 
Nach  der  Verabreichung  des  Enzyms muss  die  Probe wieder  neu  geshimt werden.  Das  dafür 
notwendige  nicht  zu  verhindernde  kleine  Zeitfenster  stellt  keine  Komplikation  dar,  da  die 
vollständige  enzymkatalysierte Hydrolyse des  Strictosidines unter diesen Bedingungen mehrere 
Stunden benötigt. Nun wird  ein weiteres  1H‐Spektrum mit  einer Wasserunterdrückung  erstellt, 
um zu untersuchen, wie stark sich die Peaks durch das Hinzufügen des Enzyms verändert haben. 
Zum  Schluss  stellt man die Periode der  zu messenden  1H‐Spektren  so ein, dass die Umsetzung 
während der Kinetikmessung mit 32 bis 64 Einzelmessungen vollständig abgelaufen ist. 
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an  das  Enzym  CelB  STD  NMR‐Messungen  durchgeführt.  Jede  dieser  Substanzen  wird  in 
deuteriertem Wasser  gelöst.  Zur  Kontrolle  der  Lösungen  wird  ein  einfaches  1H‐Spektrum  der 
Lösungen  aufgenommen.  Wie  bei  den  in  situ  NMR  Messungen,  wird  von  jeder  Substanz  ein 
Spektrum mit  einer Wasserunterdrückung  aufgenommen. Nun wird  jeder  Lösung  ein Volumen 
von 10 µL bzw. 20 µL einer 205 µg/mL CelB‐Enzymlösung beigefügt. Da sich die Konzentration der 
Ausgangslösungen verändert, muss der Magnet wieder neu adaptiert werden. Anschließend wird 


















des  Liganden  sowie  des  verwendeten  Proteins. Hierbei  können  die  Strukturen  durch  Röntgen‐ 
oder  durch  NMR‐Strukturanalyse  vorgegeben  werden.  Die  Suche  nach  der  gewünschten 
Proteinstruktur  erfolgt  in  frei  zugänglichen Datenbanken.  Für  das  in  dieser  Arbeit  verwendete 






sich um  eine  β‐Glucosidase  aus der  gleichen  Familie  kommend wie das  Enzym CelB.  Es wurde 
erstmals  aus  der  thermophilen  Bakterium  Thermosphaera  aggregans  isoliert.52  Ihr  aktives 
Zentrum wird ebenfalls durch eine  (αβ)8 barrel Struktur aufgebaut. Sind keine sichtbaren Fehler 
bei der Analyse erkennbar, wird das gefundene Homologe  in das Programm MOE  importiert. Zu 
Beginn  wird  eine  Konformation  des  Enzyms mit  dem  Programm  MOE  berechnet,  welche  die 
niedrigste  Gesamtenergie  besitzt.  Nun  werden  die  zehn  Konformere  des  Liganden  mit  den 
niedrigsten Energien ermittelt. Da aufgrund der Literatur das aktive Zentrum des Enzyms bekannt 
ist,  werden  die  Aminosäuren,  die  für  die  Reaktion  eine  tragende  Rolle  spielen,  im  Rezeptor 
markiert. Durch die Kennzeichnung dieser Sequenzen gibt man die Lage des Liganden  im Enzym 
bei der Dockingsimulation vor. Anschließend  führt man die Dockingsimulationen durch und die 
besten  fünf  Ergebnisse werden  analysiert  und  archiviert. Diese  gewonnenen Resultate werden 
nun  ins Programm Glide  importiert und  jedes Ergebnis  für sich neu berechnet. Der wesentliche 
Unterschied zwischen Glide‐ und MOE‐Programm  liegt  in der Möglichkeit, dass sich das Protein 

















In  den NMR‐Spektren  dieses Moleküls  sind  vier  Teilstücke  des Moleküls  signifikant. Bei  diesen 
Fragmenten  handelt  es  sich  wie  folgt  um  einen  Zuckerteil,  ein  Aromatensystem,  einen 
aliphatischen Heterozyklus sowie ein aliphatisches Verbindungsstück. Der Zuckerteil kann als ß‐D‐
Glucopyranose  interpretiert werden. Beim Aromatensystem handelt es sich um ein  Indolgerüst, 
welches  am  heteroaromatischen  Ring  zweifach  an  den  Kohlenstoffen  substituiert  ist.  Der 
aliphatische  Heterozyklus  kann  als  Secologanin‐derivat  beschrieben  werden,  während  das 
Verbindungsstück  eine  CH2‐Gruppe  ist, welche  das  aromatische  System mit  dem  Secologanin‐
derivat  verknüpft.  Die  Struktur  der  Substanz  S1  kann  somit  mit  Hilfe  der  NMR  und  einem 
Literaturvergleich  53,54  bestimmt  werden.  In  der  Abbildung  8  ist  das  HPLC‐Spektrum  der 












Im  Massenspektrum  (ESI,  positiver  Modus,  Abb.  10)  erkennt  man  recht  deutlich,  dass  das 












Nr  1H [ppm] Mult J[Hz] 13C [ppm] 
1  ‐ 172,12 
2  7,82 s 157,74 
3  ‐ 138,71 
4  5,89 m 10,96   7.36 136,26 
5  ‐ 131,01 
6  ‐ 128,38 
7  7,18 t 8,01 124,38 
8  7,08 t 8,30 121,49 
9  5,39   5,32 d 17,23 10,67 120,69 
10  7,51 d 7,92 119,97 
11  7,36 d 8,25 113,14 
12  ‐ 109,83 
13  ‐ 108,01 
14  4,82 7,99 101,28 






21  4,71 d 10,61 53,97 
22  3,84 s 53,45 
23  2,78 m 5,03   2,89 46,28 
24  3,78   3,50 43,54 
25  2,39   2,26   dd 11,96   2,95 35,37 
26  3,15 33,33 





























liegt darin, dass man nur  einen  Teil  davon bestimmen  kann. Der  schlecht  interpretierbare  Teil 
dieses Molekülstückes bewegt sich in der Nähe der Koaleszenz. Dies führt zu der oben erwähnten 
starken  Verbreiterung  der  Signale. Durch  Literaturrecherche  und  einen  Shift‐Vergleich  zeigt  es 
sich, dass es sich bei diesem Fragmentstück um eine Chinasäure handelt.55  56  57Das aromatische 
System  kann  zum  Einem  als  para‐hydroxy  substituierte  trans‐Zimtsäure  und  zum Anderem  als 
korrespondierendes  cis–Konfomer  verifiziert  werden.55  56  57  Im  HMBC‐Spektrum  kann  die 
Veresterung  zwischen  der  Carboxyleinheit  der  Zimtsäure  und  einer  Hydroxygruppe  der 














Im  Massenspektrum  (ESI,  neg  mod,  Abb.  13)  des  Substanzengemisches  gibt  es  nur  einen 





































































































































































































Nr  1H [ppm] Mult J[Hz] 13C [ppm] 
1  ‐ ‐ 
2  7,60 s 154,2 
3  ‐ 139,08 
4  5,89 m 7,24  2,92 137,13 
5  ‐ 131,4 
6  ‐ 128,42 
7  7,16 t 7,27 124,21 
8  7,07 t 7,43 121,4 
9  7,49 d 7,76 119,94 
10  5,35   5,24 d 17,40   5,24 119,72 
11  ‐ 114,41 








20  4,05   3,72 d 11,74 64,00 
















Bei  dieser  Substanz  handelt  es  sich  um  ein  Stereoisomer  der  Substanz  S3.  Die  auffallenden 


















Nr  1H [ppm] Mult J[Hz] 13C [ppm] 
1  ‐ 177,10 
2  7,36 s 150,70 
3  ‐ 138,71 
4  5,92 m 9,61   8,08 137,98 
5  ‐ 131,31 
6  ‐ 128,38 
7  7,04 t 8,19 122,62 
8  6,97 t 7,89 119,44 
9  7,38 d 7,72 119,30 
10  5,31   5,20 d 17,23 10,67 119,22 
11  ‐ 118,00 
12  7,29 d 7,93 111,79 
13  ‐ 109,01 
14  4,82 7,82 101,11 










25  3,16 m 5,42   4,89 34,73 

















substituiertes  Derivat  von  Strictosidinic  acid  handelt.  Da  es  zu  keinen  größeren 
Verschiebungsänderungen  in den Shift‐Bereichen gekommen  ist,  ist die Annahme groß, dass die 
im 13C‐Spektrum nicht detektierbare Methylgruppe mit dem sekundären Stickstoff verbunden ist. 
Der Grund für das Fehlen des Signals kann durch das Phänomen der Koaleszenz erklärt werden. In 















Nr  1H [ppm] Mult J[Hz] 13C [ppm] 
1  ‐ 177,65 
2  6,99 s 154,74 
3  ‐ 138,86 
4  ‐ 137,81 
5  5,09 m 9,91   7,29 137,32 
6  ‐ 129,19 
7  7,05 t 7,37 122,60 
8  6,97 t 7,17 120,50 
9  5,33   5,27 d 17,26 10,34 120,43 
10  7,39 d 3,63 119,23 
11  ‐ 116,02 
12  7,37 d 3,92 112,99 
13  ‐ 107,63 
14  4,71 d 7,93 100,78 
15  5,42 d 4,14 98,39 
16  3,35 79,14 
17  3,39 78,59 



























Aufgrund  des  Spektrenvergleiches  mit  der  Substanz  S1  kann  man  vermehrte  Signale  im 









  Nr  1H [ppm] Mult J[Hz] 13C [ppm] 
1  ‐ 171,66 
  2  7,57 s 157,24 
3  ‐ 146,92 
  4  ‐ 142,92 
5  ‐ 137,62 
  6  5,91 m 17,25   8,72 136,49 
7  ‐ 136,27 
 
8  7,72 dd 8,84 134,56 
9  8,27 d 5,61 131,36 
10  8,23 d 5,52 125,70 
11  7,37 dd 8,19 124,50 
12  ‐ 123,07 
13  5,20 121,90 

























Vergleicht  man  die  Spektren  mit  denen  der  Substanz  S6  so  sieht  man,  dass  auch  hier  das 








































































































































































System  und  im  Verknüpfungsbereich  gekommen  ist.  Im  Benzolring  kommt  es  aufgrund  der 
zweifachen  Substitution  von  Hydroxygruppen  zu  Verschiebungen  der  13C‐Shifts.  Wo  sich  die 
beiden  Hydroxygruppen  befinden,  sieht  man  durch  3JH‐C‐Kopplungen  im  HMBC‐Spektrum.  Die 
Veränderung  des  Verknüpfungsbereichs  erkennt  man  aufgrund  der  verringerten  Zahl  an 
Kohlenstoffatomen und der neu gewonnenen 3JH‐C‐Kopplungen im HMBC‐Spektrum.  
Für die Bestimmung der Stereoisomerie der Substanz D1 werden die gewonnenen Daten 
mit  denen  der  Substanz  S3  sowie  der  Substanz  S4  verglichen.  Hierbei  zeigt  sich,  dass  eine 
deutliche Übereinstimmung mit der Substanz vorhanden  ist. Für die Verifizierung dieser Struktur 










Nr  1H [ppm] Mult J[Hz] 13C [ppm] 
1  ‐ 173,20 
2  ‐ 170,20 
3  7,42 s 153,64 
4  ‐ 146,00 
5  ‐ 145,60 
6  5,80 m 10,96   7.36 135,70 
7  ‐ 130,86 
8  ‐ 125,98 
9  5,51   5,41 d 17,26 10,34 121,08 
10  6,54 s 116,93 
11  6,48 s 115,08 
12  ‐ 112,48 











24  2,49   1,52 12,48   3,38 36,63 
25  2,63   2,87 29,82 
26  2,72 28,00 













Bereich  des  Säurerestes  der  Amidbindung  verändert.  Das  Substitationsfragment  kann  als  eine 




















5  7,38 s 153,81 
6  ‐ 149,44 
7  ‐ 148,54 






14  6,83 s 120,77 
15  7,06 d 15,48 116,39 
16  6,98 / 6,48 d 16,09 115,67 
17  6,98 / 6,48 s 115,57 
18  6,61 s 113,58 
19  6,85 d 15,48 112,69 
20  ‐ 112,59 
21  ‐ 101,40 






28  3,84 s 57,14 
29  3,80 s 56,85 






























Nr  1H [ppm] Mult J[Hz] 13C [ppm] 
1  ‐ 169,23 
2  ‐ 168,99 










13  7,22 d 8,32 123,47 
14  5,63   5,46 d d 15,49 10,28 120,48 
15  7,16 d 15,4 116,62 
16  6,98 116,50 
17  6,48 s 114,56 
18  6,62 s 112,75 
19  7,29 s 111,77 
20   ‐ 111,64 
21  4,62 d 7,83 100,51 






28  3,89 s 56,66 
29  3,86 s 56,45 
30  3,79 s 56,34 


































Nr  1H [ppm] Mult J[Hz] 13C [ppm] 
1  ‐ 170,31 
2  7,84 s 155,90 
3  ‐ 149,63 
4  6,17 d 1,70 129,19 
5  ‐ 107,18 
6  5,12 d 9,05 101,07 








15  3,81 s 52,22 
16  2,72 dd 6,02 44,75 

















Die  Spektren  dieser  Substanz  ähneln  der  der  Substanz  I1.  Die  Unterschiede  liegen  in  der 
freiliegenden  Säureeinheit  des  Secologanin‐derivat‐teils  und  dem  zusätzlichen  Entstehen  eines 







































































































































In  der  Aufnahme  (Abb.  20)  zeigt  sich,  dass  die  Intensität  des  Peaks  bei  413.2  nur  62  %  des 
intensivsten Peaks besitzt. Bei den weiterhin auftretenden Peaks 449,2 (100), 459.3 (42) handelt 
es  sich  mit  großer  Wahrscheinlichkeit  um  Moleküle,  welche  als  Verunreinigung  der  Probe 
betrachtet werden können. Das oben erwähnte Verhältnis kann dadurch erklärt werden, dass die 






























































































































Bei  der  Analyse  dieser  Substanz  stellt  sich  heraus,  dass  sich  die  Position  des  Zuckers  zu  allen 
anderen oben besprochen Substanzen verändert hat. Man erkennt im HMBC‐Spektrum deutliche 
3JH‐C‐Kopplungen zwischen dem anomeren Wasserstoff und den Kohlenstoffen des aromatischen 












Nr  1H [ppm] Mult J[Hz] 13C [ppm] 
1  ‐ 171,84 
2  7,81 149,38 




7  7,15 t 7,51 122,77 
8  7,08 t 7,38 121,03 
9  7,46 d 7,89 119,05 
10  5,20   5,13 d 16,93 10,15 116,92 
11  7,64 d 7,89 114,59 
12  ‐ 111,31 
13  ‐ 95,30 
14  5,28 d 9,15 87,57 
15  3,52 81,23 
16  3,62 79,39 
17  4,53 d 8,84 72,36 
18  3,53 71,80 
19  3,70   3,60 65,36 
20  3,92   3,65 d 12,35   8,06 63,02 
21  2,46 55,19 
22  3,79   3,53 52,96 
23  3,69 s 51,19 
24  4,93   3,69 d 15,67 50,21 
25  1,43 35,13 
26  3,01 33,67 










































































































































































Bei  der  Untersuchung  der  Umsetzungsreaktion  zwischen  der  Cellobiose  und  der  Mandel‐

















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Die Abbildung 40  zeigt das  Ergebnis der Dockingsimulation mit dem  Substrat  Strictosidine. Die 




Enzym  und  dem  Substrat  kommt  es  in  deutlich  geringerem  Ausmaß  zur  Dissoziation.  Die 




















und  mit  den  genetischen  Untersuchungen  verglichen.  Da  das  Wissen  über  die  wichtigen 
Biosynthesewege von Alkaloiden bereits sehr fortgeschritten ist, kann man anhand der isolierten 
Alkaloide  auf  dessen  Metabolismus  rückschließen.  Dieses  Wissen  gibt  uns  die  Möglichkeit, 
Pflanzenarten aufgrund  ihrer beinhalteten Alkaloide einzuteilen und miteinander  in Verbindung 
zu bringen. Im Rahmen dieser Arbeit zeigt es sich, dass vier verschiedene Substanzklassen von der 
Gattung  Psychotria  L.  metaboliert  werden  können.  Eine  Pflanzenart  produziert  nur  Terpen‐
Tryptophan‐Alkaloide,  eine  andere  Terpen‐Dopamin‐Alkaloide  und  eine  weitere  reine 
Iridoidderivate.  Die  Inhaltsstoffe  der  P.  chagrensis,  Repräsentant  eines  weiteren 
Aufsplittungszweiges,  konnten  in  dieser  Arbeit  nicht  bestimmt werden.  Die  Aufsplitterung  der 
untersuchten  Pflanzen,  die  wir  aufgrund  der  isolierten  Substanzen  erzeugen  können,  stimmt 




beiden  Enzymen  CelB  und  Mandel‐glucosidase  zeigen  sehr  ähnliche  Ergebnisse  hinsichtlich 






Sachverhaltes  nachvollzogen  werden.  Die  Entstehung  der  β‐D‐Glucose  durch  die  katalytisierte 
Hydrolyse  der  untersuchten  Substanzen  kann  mit  Hilfe  von  kinetischen  NMR‐Messungen 
bestimmt  werden.  In  den  Spektren  erkennt  man,  dass  die  Mutarotation  der  β‐D‐Glucose  im 
Anschluss  an  die  enzymkatalysierte  Reaktion  stattfindet.  Die  entstehenden  Aglycone  der 
Strictosidine‐umsetzungen beider Enzyme können nicht isoliert werden. Eine Interpretation dieses 
Ergebnisses  zeigt,  dass  sich  gebildete  Zwischenprodukte  zu  unterschiedlichen  Folgeprodukten 
umlagern.  Mit  großer  Wahrscheinlichkeit  bilden  eben  genannte  mit  dem  Enzym  kovalente 






Stabilität  der  Strictosidine‐glucosidase während  der  Umsetzung  verantwortlich  sind,  konnte  in 
dieser Arbeit nicht aufgeklärt werden.  
Wie schon im Kapitel 4.3.5 beschrieben, kommt es zu keinen sinnvollen Ergebnissen bei 
der  Bestimmung  der Michealis‐Menten  Konstante.  Ein  etwaiger Grund  kann  darin  liegen,  dass 
diese  Untersuchungen  an  die  Detektionsgrenzen  der  NMR‐Spektroskopie  für  kinetische 
Messungen  enzymatischer  Umsatzreaktionen  stoßen.  Dies  begründet  sich  im  sehr  kleinen  Km 
Wert  der  Reaktion,  sowie  darin,  dass  die  aufgenommenen Messergebnisse  im  quasi  linearen 
Anstieg der Michael Menten  Funktion  liegen und die  Enzymsättigung nicht  annähernd  erreicht 
wird.  Somit  kommt  es  zu  einem  relativ  starken  Einfluss  der  Messwertstreuungen  bei  der 
Auswertung.  Dies  hat  zur  Folge,  dass  die  Kinetik  dieser  Umsetzung  alleinig  mit  diesen 
gewonnenen  Ergebnissen  nicht  nachvollzogen  werden  kann.  Die  einzigen  vernünftigen 
Interpretationen zu dieser Messreihe  liegen  in den Aussagen, dass sowohl der Km‐Wert, als auch 
die  Reaktionsgeschwindigkeit  dieser  Umsetzung  relativ  klein  sind.  Die  Argumente  für  diese 
langsamen Reaktionsgeschwindigkeiten könnten  im Fall der thermophilen CelB bei der niedrigen 
Reaktionstemperatur  von  30°  sowie  bei  dem  daraus  resultierenden  niedrigen  kcat‐Wert  dieser 
Enzymumsetzung liegen.  
Bei  allen  STD‐Untersuchungen  ist  zu  erkennen,  dass  besonders  der  glucosidische  Teil 
einer Substanz starke Wechselwirkungen mit dem Enzym eingeht. Da sowohl Cellobiose als auch 
Strictosidine  von beiden  Enzymen umgesetzt werden, muss der Aufbau beider  aktiven  Zentren 
relativ ähnlich  sein. Diese Annahme kann durch die  sehr ähnlichen Signale der STD‐Messungen 
zusätzlich  verstärkt  werden.  Die  Besonderheit  der  Ergebnisse  der  STD‐Messungen  der 
Strictosidine‐umsetzung  können  wie  im  Kapitel  4.5.3  schon  erläutert,  mit  den  sehr  starken 
Wechselwirkungen  von  vier  Wasserstoffbrückenbildungen  des  Glucosids  mit  dem  Enzym 
verstanden werden. Diese  starken Wechselwirkungen  können den  relativ  kleinen Km Wert der 
Glycosid‐spaltung erklären. 
Bei der Bestimmung der  Lage der untersuchten Substrate  zeigt  sich, dass die Position 
des  Glucosids  bei  allen  drei  untersuchten  Substanzen  annähernd  die  gleiche  ist.  Auch  die 
Abstände  der  katalytisch  wirkenden  Aminosäuren  liegen  im  physikalisch  chemisch  sinnvollen 
Bereich von wenigen Ångström. Alle Dockinssimualtionen bestätigen auch den Aufbau des aktiven 
Zentrums  durch  die Aminosäuren Arg77, His150, Asn206,  Tyr307,  Trp410, Glu207, Glu372.19  20 
Leichte Unterschiede gibt es nur bei der Cellobiose, wo es zu einer möglichen Vertauschung der 
für die Katalyse  verantwortlichen Aminosäuren  kommt. Da  in dieser Arbeit  keine dynamischen 





Obwohl  die  hier  verwendeten  Enzyme  aufgrund  von  Zwischenprodukten  zerstört 
werden,  muss  die  mögliche  Anwendung  von  nützlichen  Modelenzymen  in  organischen  und 
pharmazeutischen  Fragestellungen  in  Betracht  gezogen  werden,  insbesondere  wenn  die 
originalen  Enzyme  sehr  schwer  zugänglich  sind.  Weiters  erkennt  man,  dass  unterschiedliche 
Glucosidasen  aus  der  gleichen  Enzymfamilie  stammend,  Substanzen  mit  völlig  verschiedenen 
Glucosid‐aglyconen umsetzen können. Wie effektiv eine Umsetzung abläuft, kann aber nur durch 
empirisches Forschen untersucht werden. 
Bezieht  man  sich  rückblickend  auf  die  Aufgabenstellungen  konnten  somit  alle 






Im  Rahmen  dieser  Arbeit  sind  neun  verschiedene  Arten  der  Pflanzengattung  Psychotria  L.  auf 
Alkaloide als Pflanzeninhaltstoffe untersucht worden. Durch die Isolation und Identifikation dieser 




werden  durch  die  isolierten  Enzyme  CelB  und Mandel‐glucosidase  gleichermaßen  hydrolysiert. 
Der Reaktionsverlauf dieser Reaktionen kann mit Hilfe von kinetischen  in  situ NMR Messungen 
beobachtet werden. Die Entstehung der abgespaltenen β‐D‐Glucose und deren Mutarotation kann 
in  den  NMR‐Spektren  bestimmt  werden.  Die  bei  den  Umsetzungsreaktionen  entstehenden 
Aglycon‐strukturen  können  nicht  bestimmt werden,  da  sie Umlagerungsreaktionen  unterliegen 
und mit den Enzymen eine kovalente Bindung eingehen. Genaue kinetische Daten können mit den 
gewonnenen Daten  der  in  situ NMR‐Messungen  nicht  verifiziert werden.  Es  lassen  sich  jedoch 
Aussagen über die niedrigen Reaktionsgeschwindigkeiten und den niedrigen Km‐Wert tätigen.  
STD‐NMR‐Messungen  dieser  Reaktionen  zeigen,  dass  der  Glucosid‐teil  der  beiden 
Substanzen, bei dem die hydrolytische Spaltung stattfindet, die stärkste Wechselwirkung mit dem 
Enzym im aktiven Zentrum eingeht. Im Falle des Strictosidines ist diese Wechselwirkung aufgrund 
von  ausgebildeten  vier Wasserstoffbrücken  relativ  stark,  sodass  es  nur  in  kleinem Ausmaß  zur 
Dissoziation  des  Substrates  kommt.  In  der  Folge  können  nur  vergleichsweise  schwache  STD‐
Signale für diesen Molekülteil detektiert werden. 
Bei  den  Ergebnissen  einer  Dockingsimulationen  sind  die  Distanzen  der  Aminosäuren, 
welche die Enzymumsetzungsreaktion katalysieren, in einem chemisch vernünftigen Rahmen. Alle 





In  the present diploma  thesis nine different  species of  the plant genus Psychotria L. have been 
examined with  respect  to  their  containment of alkaloids.  Isolation and  identification of  several 
natural products lead to a segmentation of Psychotria L. into four main branches of species, which 
exactly matches the results of genetical examinations.10 
Both,  the  isolated  glyco‐alkaloid  strictosidine  and  the  analogue  compound  Cellobiose 
are  hydrolyzed  in  a  similar manner  by  enzymatic  catalysis  of  the  isolated  enzymes  CelB  and 
almond‐glucosidase.  The  course  of  these  reactions  can  be  observed  by  kinetic  in  situ  NMR 
measurements.  The  formation  of  the  hydrolysed  β‐D‐Glucose  and  their  mutarotation  can  be 
monitored  in  the NMR  spectra. However,  in  case of  strictosidine  the  aglycone  also originating 
from  conversion  reactions  is  subjected  to  rearrangements  and  furthermore  forming  covalent 
bonds  with  the  enzymes.  Detailed  kinetic  data  could  not  be  verified  by  the  in  situ  NMR 
measurements, but statements can be made on the low reaction rates and the low Km‐value. 
STD‐NMR  measurements  of  the  reactions  show,  that  the  glucoside  part  of  the 
substances, which  is subjected to the hydrolysis, binds most  intensively to the active site of the 
enzymes. In particular, in strictosidine its interaction is quite vigorous due to the existence of four 
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